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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Identifizierung von DNA-schadigenden Substanzen durch Poly(ADP-Ribose)-Poiymerase uberexprimierende 
Zellinien 

(§7) Die vorliegende Erfindung betrifft ein DNA-Konstrukt, das 
eine cDNA-Sequenz fur menschliche Poly{ADP-Ribo- 
se)-Polymerase enthalt, Zellinien, die das DNA-Konstrukt 
enthalten und ein Verfahren zur Identifizierung von DNA- 
schadigenden Substanzen anhand dieser Zellinien, die 
Poly(ADP-Ribose)-Polymerase uberexprimieren. 
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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein DNA-Kon- 
strukt, das eine cDNA-Sequenz fur menschliche Poly 
(ADP-Ribose)- Polymerase enthalt, Zellinien, die das 
DNA-Konstrukt enthalten und ein Verfahren zur Iden- 
tifizierung von DNA-schadigenden Substanzen anhand 
dieser Zellinien, die Poly (ADP-Ribose)- Polymerase 
uberexprimieren 

Bisher wurden DN A-schadigende Substanzen (physi- 
kalische und chemische Kanzerogene), die DNA- 
Strangbriiche herbeifiihren durch die Messung der 
Strangbruche entweder in Zellysaten durch alkalische 
DNA-Denaturierungsverfahren (z. B. "Alkalische EIu- 
tion") oder in situ anhand von Einzelzellen (sog. "Kome- 
tenassay) identifiziert Die Lysat-Tests hatten aber den 
Nachteil, technisch relativ aufwendig zu sein und eine 
hohe manuelle Geschicklichkeit des Experimentators zu 
erfordern. Bei "Kometenassays" kommt hinzu, daB die 
Ablesung mikroskoptsch erfolgt, was einen hohen appa- 
rativen Aufwand bedingt 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung besteht des- 
halb darin, ein Verfahren zur schnellen, zuverlassigen 
Identifizierung von chemischen Kanzerogenen bereit- 
zustellen. 

Das Prinzip der vorliegenden Erfindung beruht dar- 
auf, die zellulare Poly (ADP-Ribose)-Produktion als In- 
dikator fur in lebenden Zeilen auftretende DNA- 
Strangbriiche nachzuweisen. Die Poly (ADP-Ribose) 
wird von der Poly (ADP-Ribose)- Polymerase (PARP) in 
Anwesenheit von DNA-Strangbruchen und unter Ver- 
brauch von NAD + synthetisiert. Dies geschieht unter 
EinfluB von kanzerogenen Substanzen fast in jeder 
kernhaltigen Zelle. Jedoch wird in einer solchen Zelle 
durch Manipulation, d. h. durch Einbringung einer 
PARP-DNA-Sequenz in einer bestimmten Kombina- 
tion mit einem Promotor, besonders viel Poly (ADP-Ri- 
bose) gebildet und kann durch geeignete MeBmethoden, 
beispielsweise Immunfluoreszenz, nachgewiesen wer- 
den. 

Ein Beispiel fttr ein Konstrukt, das die PARP-DNA- 
Sequenz enthalt, ist das bei der DSM unter der Nummer 
DSM 9430 am 13. September 1994 hinterlegte Plasmid 
pPARP31. 

pPARP31 kann durch folgende Schritte erhalten wer- 
den: 

a) Ligierung einer cDNA, die den vollstandigen of- 
fenen Leserahmen der Poly(ADP-Ribose)-Poiyme- 
rase aus menschlichen embryonalen Fibroblasten 
(HEF-Zellen) enthalt, in pBluescript unter Erhalt 
des Plasmids pPARP 25 (Kiipper, Dissertation Uni- 
versitat Heidelberg, 1990). Der vollstandige offene 
Leserahmen einer der bekannten PARP-cDNAs ist 
z. B. in der GenBankAEMBL-Datenbank, Zugangs- 
nummer J 03473 (Kurosaki) verdffentlicht 

b) Isolierung des Xho/Xba-Fragments aus 
pPARP25 

c) Herstellung des eukaryotischen Expressionsvek- 
tors pLISTK 

Zuerst wird das 650 bp Hincll/ Avail- Fragment des 
Humanen-Cytomegaiie-Virus-Promotor/Enhancer 
(HCMV Prom), das uber geglattete Enden verfugt, 
in die geglattete EcoRl-Schnittstelle von pUC19 li- 
giert, wodurch der "Zwischenvektor" pL15 erhalten 
wird. In die geglattete Sphl-Schnittstelle und in die 
Hindlll -Sennit tstelle von pL15 wird dann das 629 bp 
Smal/Hindlll-Fragment des Poly-Adenylierungssi- 
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gnals des Herpes-Simplex- Virus-Thymidinkinase- 
Gens (TK poly A) ligiert, wodurch der Vektor 
pL15TK erhalten wird. Der Vektor pL15TK enthalt 
das Resistenzgen fur Ampicillin (Amp), einen bak- 
5 teriellen Replikationsorigin (ori), sowie Teile des 
Lac-Operons (Z und i). Die Poly linker- Kassette von 
pUC 19 ist bis auf die EcoRl- und Sphl-Schnittstel- 
len intakt 

d) Ligierung des Xho/Xba-Fragments aus 
io pPARP25 in den Vektor pL15TK (wie in Fig. 2 ge- 
zeigt) unter Erhalt des Plasmids pPARP31 (s. 
Fig- 3), wobei die Xhol-Schnittstelle des Inserts und 
die BamHi-Schnittstelle des Vektors zerstort wer- 
den. Die Xbal-Schnittstellen des Vektors und des 
is Inserts bleiben intakt. 

Zur Erzeugung von Zellinien wird die embryonale 
Hamsterzellinie CO60 (Lavi, PNAS 78, S. 6144 ff (1981)) 
mit einem Plasmid, das eine Poly (ADP-Ribose)-Poly- 

20 merase exprimiert, vorzugsweise pPARP 31, stabil 
transfiziert Die dabei erhaltenen Zellklone (im Falle der 
Verwendung von pPARP31 wurden diese Zellklone 
COCF1, -2, -4 genannt) uberexprimieren die menschli- 
che PARP. Diese Klone produzieren bei gleicher gento- 

25 xischer Behandlung (z. B. y-Strahlung oder Einwirkung 
von kanzerogenen Chemikalien) deutlich mehr Poly 
(ADP-Ribose) als parallel isolierte Kontrollklone 
(COCFN1, -2, -4), die keine Explosion der menschlichen 
PARP aufweisen. Ahnliche PARP-uberexprimierende 

30 Zellinien konnen natiirlich auch aus anderen bekannten 
Basis-Zellinien auBer der verwendeten Hamsterzellinie 
erzeugt werden. Desweiteren konnen PARP-uberexpri- 
mierende Zellinien auch nach transienter Transfektion 
mit einem PARP-exprimierenden Plasmid erhalten wer- 

35 den. 

Die Hamsterzellklone COCF1, COCF2 und COCF4 
sowie die Kontrollzellinie COC-FN1 wurden bei der 
DSM unter den Nummern ACC2186, ACC2187, 
ACC2188 bzw. ACC2189 am 6. Sept 1994 hinterlegt 

40 Durch die Verwendung der COCF- Klone bzw. dazu 
gleichartiger Klone aus anderen Zellinien als Indikator- 
zellen wird die Empfindlichkeit eines Nachweisverfah- 
rens fur Kanzerogene, die DNA-Strangbriiche erzeu- 
gen, deutlich gesteigert Durch die zellulare Sythese von 

45 Poly (ADPrRibose) kommt es gleichsam zu einer Signal- 
verstarkung, da ein einzelner DNA-Strangbruch zur 
Synthese von mehreren oder gar vielen Polymermole- 
kfllen fiihrt, die mit bis zu 200 monomeren Bausteinen 
eine betrachtliche Komplexitat erreichen. Durch Trans- 

50 fektion des die PARP-Sequenz enthaltenden Expres- 
sionskonstrukts, vorzugsweise pPARP31, wird die Poly- 
mersythese weiter gesteigert Daruberhinaus kann die 
Empfindlichkeit des Nachweisverfahrens dadurch wei- 
ter erhoht werden, daB die Zeilen kurz vor der Einwir- 

55 kung der Testsubstanz einem definierten Hitzeschock, 
z. B. 30Minuten 45° C unterworfen werden, wodurch 
der Abbau der Poly (ADP-Ribose), der mit der Synthese 
konkurrieren kann, gehemmt wird Der Nachweis der 
zellular gebildeten Poly (ADP-Ribose) erfolgt vorzugs- 

60 weise immunologisch. Dies hat den Vorteil, daB die 
Schritte leicht ausfuhrbar sind und die Methode mit 
einem Zeitaufwand von wenigen Stunden schnell durch- 
fuhrbar ist Vorzugsweise erfolgt der Test mittels Fluo- 
reszenzmikroskopie oder auf Mikrotiterplatten, wo sich 

65 die spezifische Antikdrperbindung im Sinne eines ELI- 
SAs durch automatisierte Vermessung auswerten laBt 
Jedoch eignen sich auch alle anderen gangigen immuno- 
logischen Detektionsverfahren, wie z. B. Immunozyto- 
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chemie oder Immunodotblot Bei letzterem Verfahren 
werden die Zellen nach Behandlung mit der DNA-scha- 
digenden Testsubstanz lysiert die Lysate werden auf 
einen Trager, z. B. eine Filtermembran, aufgebracht und 
die gebildete Poly (ADP-Ribose) wird mit einem 5 
Poly(ADP-Ribose)-spezifischen Antikorper nachgewie- 
sen, der Enzym-markiert sein kann. Andererseits kann 
vorstehender Antikorper unmarkiert sein. Der Nach- 
weis erfolgt dann durch einen zweiten, gegen vorstehen- 
den Antikorper gerichteten Antikorper, der markiert ist, 10 
z. B. Enzym-markiert 

Beispielhaft sei der Nachweis von Poly (ADP-Ribose) 
durch Immunfluoreszenz beschrieben. Zuerst laBt man 
die das PARP- DNA-Konstrukt enthaltenden Zellen auf 
z. B. Deckglaschen oder Mikrotiterplatten auf eine ubli- 15 
che Zelldichte anwachsen. Dann erfolgt die Behandlung 
der Zellen mit einer DNA-schadigenden Testsubstanz. 
Die Behandlungszeit ist fur einzelne Testsubstanzen un- 
terschiedlich. Sie kann vom Fachmann leicht bestimmt 
werden. Vielfach ist die Behandlungszeit 1 — 15 Minu- 20 
ten. Danach werden die Zellen an den Trager (z. B. 
Deckglaschen oder Mikrotiterplatte) fixiert Nach Wa- 
schen des Tragers, kurzem Trocknen und Rehydrieren 
der Zellen in Puffer erfolgt die Inkubation rnit einem 
Erst- Antikorper gegen Poiy (ADP-Ribose). Nach mehr- 25 
maligem Waschen mit Puffer erfolgt die Inkubation mit 
einem markierten, gegen den Erst- Antikorper gerichte- 
ten Zweit- Antikorper. Nach wiederholtem Waschen er- 
folgt die fluoreszenzmikroskopische Auswertung oder 
die Detektion in einem ELISA-Lesegerat 30 

Als DNA-schadigende Testsubstanz eignen sich z. B. 
y-Strahlung, Medikamente, wie Zytostatika, UV-Licht, 
Nahrungsmittelzusatzstoffe oder Chemikalien wie 
Farbstoffe, Losungsmittel oder Reinigungsmittel. 

Das beschriebene Prinzip der PARP-Uberexpression 35 
laBt sich ohne weiteres auch auf primare Zellen aus 
Versuchstieren ausweiten, indem die Expressionskasset- 
te fur menschliche PARP mit Hilf e eines viralen Vektors 
transient oder stabil in solche Primarzellkulturen einge- 
schleust wird. Dadurch stehen Zellen mit der vollen, 40 
gewebespezifischen Fremdstoff-Metabolisierungskapa- 
zitat zur Verfiigung. Einerseits erlaubt dies die Detek- 
tion von Agentien, die erst nach der Metabolisierung die 
DNA schadigen, andererseits laBt sich mit solchen Zel- 
len ein organspezifisches Schadigungspotential abschat- 45 
zen. 

Die Erfindung wird anhand der Figuren weiter be- 
schrieben, von denen 

Fig. 1 den eukaryotischen Expressionsvektor 
pL15TK zeigt, 50 
Fig. 2 das KJonierungsschema fur pPARP31 zeigt und 
Fig. 3 die Genkarte des Plasmids pPARP3l zeigt 
Die Abkurzungen in den Figuren bedeuten: 

HCMV Prom: Humaner Cytomegalic- Promo tor/En- 55 
hancer 

AMP: Ampicillin-Resistenzgen 
Z: Teil des Lac-Opernns 
I:Teil des Lac-Operons 

(TK) Poly A: Polyadenylierungssignal des Herpes-Sim- 60 

plex-Virus-Thymidinkinase-Gens 

ori: bakterieller Replikationsursprung 

D: DNA-Bindungsdomane 

A: Automodifikationsdomane 

N: NAD-Bindungsdomane 65 
ATG: Initiationskodon 
Stop: Stopkodon 
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Fur die Restriktionsschnittstellen wurden die ubli- 
chen Abkurzungen verwendet 

Beispielhaft sei auf das nachfolgende Beispiel verwie- 
sen, das die Erfindung weiter erlautert 

BEISPIEL 

COCF1 -Zellen wurden uber Nacht auf Deckglaschen 
angezuchtet Die Zellen wurden mit 2,8-20 Gray Gam- 
ma-Strahlung behandelt Funf Minuten nach Bestrah- 
lungsbeginn erfolgte die Fixierung der Zellen in 10% 
Trichloressigsaure (10 Min. auf Eis). Die Deckglaschen 
wurden fur jeweils 3 Minuten in 70%, 90% und absolu- 
tem Ethanol gewaschen. Nach Lufttrocknen fur 1 Minu- 
te wurden die Zellen in PBS-Puffer(Phosphat-gepuffer- 
te Salzlosung) fur 1 Minute rehydriert Es erfolgte die 
Zugabe des Erst-Antikorpers (Zellkulturiiberstand des 
Hybridoms 10H [beschrieben von Kawamitsu et aU Bio- 
chemistry 23, 3771 ff n 1984], das einen monoklonalen, 
hochspezifischen Antikorper gegen Poly (ADP-Ribose) 
sezerniert). Danach wurden die Deckglaschen dreimal 
5 Minuten in PBS-Puffer gewaschen und der Zweit-An- 
tikorper (FITC-gekoppelte Ziegen-anti-Maus-Immun- 
globuline; Fa. Renner, Dannstadt) wurde zugegeben 
und 30 Minuten bei 37° C inkubiert Dann wurde wieder 
dreimal 5 Minuten mit PBS-Puffer gewaschen und die 
Deckglaschen wurden in Polyvinylalkohol auf Objekt- 
trager eingebettet Es erfolgte die fluoreszenzmikrosko- 
pische Auswertung. 

Patentanspriiche 

1) Plasmid pPARP31 (DSM 9430, hinterlegt am 13. 
Sept 1994). 

2) Poly (ADP-Ribose)-Polymerase uberexprimie- 
rende Zellinie, umfassend ein DNA-Konstrukt mit 
einer Nukleinsauresequenz fur menschliche PARP. 

3) Zellinie nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, daB die Nukleinsauresequenz eine cDNA-Se- 
quenz ist 

4) Zellinie nach Anspruch 2 oder 3, dadurch ge- 
kennzeichnet daB das DNA-Konstrukt pPARP31 
ist 

5) Zellinie nach einem der Anspriiche 2—4, dadurch 
gekennzeichnet daB es eine Hamster-Zellinie, ins- 
besondere CO60 ist 

6) Zellinie nach Anspruch 5, dadurch gekennzeich- 
net, daB es sich urn die Zellklone COCF1 (DSM 
ACC2186, hinterlegt am 6. Sept 1994), COCF2 
(DSM ACC2187, hinterlegt am 6. Sept 1994) und 
COCF4 (DSM ACC2188, hinterlegt am 6. Sept 
1994) handelt 

7) Verfahren zur Identifizierung von DNA-schadi- 
genden Substanzen, dadurch gekennzeichnet, daB 
Zellen, die Poly (ADP-Ribose) uberexprimieren, 
entweder (a) auf einem Trager wachsen gelassen 
werden, einer DNA-schadigenden Testsubstanz 
ausgesetzt werden und die gebildete Poly (ADP-Ri- 
bose) immunologisch nachgewiesen wird, oder (b) 
einer DNA-schadigenden Testsubstanz ausgesetzt 
werden, lysiert werden und die Lysate auf einen 
Trager aufgebracht werden sowie die gebildete 
Poly (ADP-Ribose) immunologisch nachgewiesen 
wird. 

8) Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekenn- 
zeichnet daB es sich um Zellen der Zellklone 
COCF-1 (DSM ACC2186), COCF-2 (DSM 
ACC2187) oder COCF-4 (DSM ACC2188) handelt 
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9) Verfahren nach Anspmch 7 oder 8, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB der Trager in (a) ein Deckglas- 
chen oder eine Mikrotiterplatte ist und in (b) eine 
Filtermembran ist 

10) Verfahren nach einem der Anspriiche 7—9, da- 
durch gekennzeichnet, daB der immunologische 
Nachweis in (a) uber Fluoreszenzmikroskopie ge- 
schieht 
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